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COMPOSITION DEMTLTEU DE CULTURE. PRO CEDE DE CULTURE, 
ET MYOBLASTES AINSI OBTENUS. ET LEURS UTILISATIONS 

La presente invention se rapporte a une composition de milieu de culture de 
cellules progenitrices / souches issues de tissus musculaires, a un procede de culture 
des cellules progenitrices / souches, et a un proc6d6 de production de myoblastes 
pouvant etre utilises comme produit de th6rapie cellulaire / g6nique. 

De nombreuses etudes portant sur des procedes de culture cellulaires ont et6 
r6alisees dans le but d'obtenir des fractions cellulaires riches en myoblastes afm 
d'6tre administrees a des patients souffrant gen6ralement de degenerescence 
musculaire telle que la dystrophic musculaire de Duchenne par exemple. Beaucoup 
d'entre elles ontporte sur le choix des cellules initiates, conditions de culture, ou sur 
l'6tape d'identification cellulaire par exemple. 

A cet egard, on peut citer le document US-A-5538722 qui propose un proced6 
de synthese in vivo d'une proteine musculaire qui resulte de l'integration d'un ADN 
dans les myoblastes en culture, ces myoblastes ayant subi au moins 5 doublements : 

cellulaires. < 

Le document US-A-51 30141 divulgue une methode d'obtention de cellules 
myogeniques issues de culture mais 6galement des cellules myogeniques qui ont ete 
prealablement clonees, ces demieres presentant des avantages sur les premieres du 
fait de leur potentiel de dSveloppement sup6rieur. 

Le document US-A-2001 0034061 divulgue un proc6de de culture de cellules 
progenitrices par utilisation controlee de culture en hypoxie afin de favoriser une 
differenciation sp6cifique. 

Enfrn, le document WO-A-01 94555 se propose de fournir des populations 
cellulaires bien caracterisees d'origine musculaire, adapt6es et specialement 
preparees pour leur utilisation souhait6e en therapie cellulaire. 

Cependant, il existe un nombre plus restreint de travaux qui ont ete effectues 
sur la composition du milieu de culture lui-meme en vue de produire une population 
cellulaire apte a etre utilis6e en therapie cellulaire / genique. 

Parmi ceux-ci, on trouve la demande europeenne EP-A-1 048724 qui se 
rapporte a un proc6de de culture de lign6es de cellules musculaires immortalisees 
c'est a dire qui ont et6 obtenues apres un nombre eleve de passages, qui sont utilisees 
en th6rapie genique, soit en « reparant » les tissus musculaires d6fectueux ou comme 
vecteurs dans lesquelles un ou plusieurs genes peuvent etre introduits pour fournir un 
produit determine. 
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Le document WO-A-97 00774 enseigne un moyen pour ameliorer la prise de la 
greffe en « preconditionnant » les myoblastes du donneur en presence a la fois d'un 
facteur de croissance tel que bFGF et d'un inducteur de la production de 
metalloproteases, pour augmenter la distance de migration des myoblastes 
5 transplantes et pour accroitre le nombre de myoblastes fusionn^s exprimant des 
proteines fonctionnelles du muscle. 

Le document WO-A-99 56785 divulgue une methode pour produire des 
cellules musculaires modifiees g6n&iquement avant d'etre injectees aux sites de 
dysfonctionnement musculaire : cette methode etant notamment destinee a traiter 
1 0 Tincontinence urinaire. 

Le document WO-A-01 78754 se refere a des cellules progenitrices ayant une 
survie in situ longue, qui pr6sentent un profil d'expression particulier de marqueurs 
cellulaires et pouvant dtre utilisees dans le traitement de Tincontinence urinaire. 

Enfin, le document WOA-02 067867 se rapporte a une methode de 
15 preparation de cellules souches en utilisant une matrice cellulaire pour fixer celles-ci 
: elle est notamment destinee au traitement urinaire. 

La litterature, y compris tous ces documents de art ant&ieur cites ci-dessus, ont 
ainsi en commun la caract6ristique que le s£rum animal (non-humain, par exemple 
bovin ou equin) non supplements est utilise au cours de la culture cellulaire 
20 proprement dite, celui-ci etant vraisemblablement consider^ comme un apport 
suffisant de tous les 61ements n6cessaires a la proliferation cellulaire.). 

Or, la transplantation exige la production d'un nombre eleve de myoblastes, il 
est alors important d'am61iorer cette production en partant des cellules progenitrices / 
souches issues de tissus musculaires. La presente invention propose de supplementer 
25 le serum (ou fraction serique) qui est utilise dans le milieu de culture, permettant 
ainsi d'optimiser le milieu de culture. De ce fait, il est possible de raccourcir le temps 
de culture. Ainsi cette optimisation permet alors d'utiliser moins de serum (ou 
fraction serique), ce qui est n6cessaire dans le cas du s6rum humain dont la 
disponibilit6 est limitee et du meme coup permet de s'affranchir de Tutilisation de 
30 proteines animates, sources potentielles de contamination par le prion ou des virus. 

Pour resoudre le probleme d'optimisation de la production en myoblastes a 
partir de cellules progenitrices/souches, la presente invention propose une 
composition de milieu de culture cellulaire contenant : 

(i) du s6rum et/ou de la fraction sSrique d'origine humaine et/ou d'origine 
35 animale 

(ii) de Tinsuline ou un d6riv6 de celle-ci 

(iii) un ou plusieurs compose(s) choisi(s) parmi la classe des antioxydants 
et/ou des vitamines. 
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On peut utiliser du serum et/ou de la fraction serique d'origine bovine, de 
preference d'origine humaine. Avantageusement, la concentration en serum htimain 
est inf6rieure a 5% en volume, et encore davantage entre 1% et 3% en volume. 

Typiquement, le derive de rinsuline est choisi parmi la classe des IGF, et des 
5 insulomimetiques de type vanadate. 

Avantageusement, la vitamine est Facide ascorbique, et Pantioxydant est la N- 
acetyl-cyst6ine ou le sel6nium. 

Dans un mode de realisation, on peut utiliser en outre un ou plusieurs 
composes) choisi(s) parmi la classe des facteurs de croissance de type FGF. 
10 Typiquement, ce facteur de croissance est choisi parmi la classe des bFGF, FGF-2 k 
FGF-10. 

Dans un autre mode de realisation, le milieu de culture peut comporter le cas 
echeant un glucocorticoi'de. 

Dans un autre mode de realisation, la composition du milieu de culture 
15 comprend en outre de Pacide lipophosphatidique et/ou un ou plusieurs compose(s) de 
la classes des EGF, h6r6gulines, thrombine, PDGF, hormones thyro'idiennes et LIF. 

La pr6sente invention se rapporte egalement k un proc6de de culture de cellules 
progenitrices et/ou souches, dans lequel on utilise comme milieu de culture durant . 
Petape d' amplification cellulaire la composition prec&Iemment presentee. 
20 Selon un mode de realisation, Petape de differentiation cellulaire est realisee 

aprds Petape d' amplification cellulaire. Typiquement, le serum humain utilise est 
autologue des cellules progenitrices/souches. 

L'invention conceme egalement un proced6 de production de myoblastes par 
mise en oeuvre du procede pr^cedemment presente. 
25 Selon un mode de realisation, les cellules progenitrices et/ou souches sont 

obtenues par une 6tape d'extraction cellulaire de tissus musculaires. 
Avantageusement, P6tape d'extraction est realisee par digestion enzymatique. 

Selon un autre mode de realisation on effectue une r6colte et une separation des 
cellules obtenues. Typiquement, la recolte et la separation des cellules est effectu<§e 
30 par digestion enzymatique suivie d'une centrifugation et/ou filtration. 

Selon un autre mode de realisation, on teste Paptitude des myoblastes k former 
des colonies. 

Selon un autre mode de realisation, on effectue une caracterisation cellulaire. 
Avantageusement, on utilise des marqueurs du cycle cellulaire. 
35 Selon un autre mode de realisation, on realise une etape de congelation des 

myoblastes. 
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L'invention se rapporte egalement k une population cellulaire contenant des 
cellules progenitrices/souches ou des myoblastes ou un melange de ceux-ci dans le 
milieu de culture. 

Selon l'invention, les myoblastes produits selon le precede precedemment cite 
peuvent etre utilises a des fins de therapie cellulaire. De preference, ils sont destines 
a la preparation d'un produit destine au traitement de Tincontinence urinaire. 

Selon un autre mode de r6alisation, les myoblastes ainsi produits sont destines 
a la therapie genique. 

Enfin, la presente invention se rapporte k Tutilisation des myoblastes produits 
dans le criblage toxicologique et/ou pharmacologique. Typiquement, ce criblage vise 
k detecter une ou plusieurs substance(s) impliqu6e(s) dans la rhabdomyolyse. 

D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront a la lecture de 
la description qui suit des modes de realisation de l'invention, donnSs k titre 
d'exemple uniquement et en references aux dessins qui montrent : 

- figure 1: Histogrammes repr6sentant le nombre de noyaux de cellules 
musculaires humaines par unite de surface en utilisant les milieux de 
culture : (A) d<§pourvu de facteurs de croissance ; (B) contenant 5% de 
serum humain selon l'invention ; (C) FGF + insuline + PDGF + EGF + 
dexamethasone + thrombine (Melange M) ; (D) correspondant a (B) + (C), 
et le milieu « FCS » contenant 20% de serum foetal de veau. 

- figure 2A : Etude de Teffet de la dose de dexamethasone (concentrations de 
0 jusqu'& lO^M) ajout6e a un milieu de culture contenant du serum fcetal 
de veau (FCS) suppl6mente par de rinsuline et du FGF sur la proliferation 
de cellules de rat issues du passage 23. 

- figure 2B : Etude de la specificite de la dexamethasone. A un milieu de 
culture contenant du serum foetal de veau (FCS) suppl&nente par de 
l'insuline et du FGF, on observe Peffet de 1'ajout de la dexamethasone k 
10" 7 M, ou d'une autre hormone steroidienne (oestradiol, testosterone, 
progesterone, DEHA, SDEAH, aldosterone) a une dose fixe (10~ 7 M) sur la 
croissance cellulaire. La dexamethasone est egalement testee ou en 
association avec Tanti-progestagene RU486. 

Dans les figures 2A et 2B, l'intensite de la coloration (representee ici par les 
taches sombres) augmente avec la densite cellulaire. Une serie de trois puits de 
culture a ete realis£e pour chaque concentration. 

La presente invention se rapporte tout d'abord k une composition de milieu de 
culture destinee a la proliferation et/ou la differenciation cellulaire. On peut 
notamment utiliser ce milieu de culture pour assurer la proliferation et la 
differenciation de cellules souches et/ou progenitrices musculaires en myoblastes. 
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Outre le milieu nutritif de base, cette composition de milieu de culture de Tinvention 
comporte au minimum du serum d'origine humaine et/ou d'origine animale, de 
Tinsuline (ou un de ses d6rives) et un antioxydant et/ou une vitamine. 

Le milieu nutritif de base utilise est tamponn6 avec des tampons dependants ou 
5 indSpendants de la concentration en C0 2 . II est preferable d'exclure le Hepes du 
milieu de culture comme tampon car une concentration k 15mM inhibe sur le long 
terme la croissance des cellules musculaires humaines. Les milieux utilis6s sont, dans 
la plupart des cas, constitu6s d'un melange de milieu de type DME et de type Ham 
F12. Parmi ceux-ci, on peut egalement citer en exempie le melange DME/F12 et 

10 DME/MCDB 202. Un milieu nutritif de base qui est particulierement adapte lors de 
la mise en culture de cellules prog6nitrices et/ou souches, comporte 6galement du 
glucose a 4,5g/l et du bicarbonate k 3,7g/l. Un autre exempie de milieu pr6fSr6 est le 
milieu MCDB 120 modifte en substituant la L-valine par la D-valine. 

II est possible d'utiliser dans la composition de la pr6sente invention du serum 

15 d'origine animale (par exempie bovine ou equine), mais on pr6fere le serum 
d'origine humaine que Ton peut obtenir aupres du laboratoire PAA dans le but de 
6viter tout risque sanitaire de contamination chez Thomme par du serum d'origine 
animale. A la place du s6rum, on peut egalement utiliser une fraction serique 
(constitute par un ou plusieurs sous-elements du serum) que Ton obtient 

20 couramment dans le commerce (comme Talbumine ou la transferrine humaine). II est 
particulierement avantageux de rSduire le plus possible la concentration de serum 
humain lors de la culture cellulaire etant donne que contrairement au s6rum animal 
qui est abondant et dont F appro visionnement est relativement aise, le serum humain 
quant a lui provient d'une « source » plus limitee, puisqu'il s'agit du patient et il est 

25 souhaitable de limiter le nombre de prises de sang et de lui prelever le moins de sang 
possible. Un mode de realisation selon l'invention consiste a utiliser le s6rum ou la 
fraction s&ique d'origine humaine k une concentration inferieure a 5%, et plus 
pr<§ferentiellement k une concentration comprise entre 1 et 3%. 

La figure 1 montre de fa9on surprenante que Tajout du melange M au s6rum 

30 humain (C) permet d'obtenir une production en myoblastes am&iorSe de 3 fois par 
rapport au serum HS (serum humain seul) (A). Les exemples 2 et 3, dans lesquels les 
serum humain et de veau foetal respectivement sont suppl6mentes, illustrent ceci plus 
en d6tails. 

La composition de milieu de culture cellulaire contient egalement de Tinsuline 
35 ou des insulinomim6tiques. Parmi ceux ci, on trouve des hormones appartenant k la 
classe des somatom6dines ou insuline like growth factor, comme les IGF 1 et IGF 
2ou des m6taux comme le vanadate qui inhibe un groupe sp6cifique de phosphatase. 
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Dans la composition selon l'invention, il convient d'ajouter au milieu de 
culture au moins un antioxydant et/ou une vitamine. Parmi les antioxydants, on 
prefere la N-acetylcyst6ine k une concentration comprise entre 0 et lOmM ou le 
setenium. Generalement, le s616nium est utilise a une concentration comprise entre 0 
5 et ImM sous forme de sodium syenite ou de selenomethionine (Sigma). On notera 
que par le terme « antioxydant », on se r<§fere egalement a une condition de culture 
dans laquelle on utilise une pression partielle r6duite en oxygene. Parmi les 
vitamines, on peut utiliser 1'acide ascorbique k une concentration comprise entre 0 et 
ImM ou la nicotinamide k une concentration comprise entre 0 a lOOmM. La 
10 vitamine E est aussi utilisable. N6ammoins, 1'acide ascorbique est la vitamine 
prefer6e puisqu'elle donne les meilleurs resultats comme le montre l'exemple 4. 

A part le sdrum associe aux compos6s pr6c6demment dScrits, il est possible 
d'ajouter dans le milieu de culture de rinvention un ou plusieurs composes) 
appartenant a la classe des facteurs de croissance FGF. Ces facteurs permettent aux 
15 cellules en culture, en particulier les cellules souches ou progenitrices de proliferer 
ainsi que de se diff6rencier de fa$on specifique. Cette classe de facteurs de 
croissance regroupe les bFGF, FGF-2 a 10. G6n6ralement, on utilise ces facteurs de 
croissance a une concentration entre O.lng/ml et lOOng/ml. 

Selon un mode de realisation de l'invention, au moins un glucocorticoid peut 
20 etre ajoute dans le milieu de culture. Ce sont des hormones qui agissent entre autre 
sur le metabolisme des glucides. On peut utiliser des glucocorticoids naturels ou 
hemisynthetiques, i.e. Hydrocortisone, la dexamethasone, la prednisolone ou la 
triamcinolone. La dexamethasone (Dex) est le glucocorticoid pref6r6. Comme le 
montre l'exemple 5, les glucocorticoids ont un effet stimulant et sp6cifique sur la 
25 croissance cellulaire. 

Un autre mode de realisation de Pinvention consiste a utiliser un ou plusieurs 
additifs supplementaire(s) choisis paimi 1'acide lipophosphatidique, les facteurs de 
croissance EGF, PDGF, hSregulines, thrombine (IL6 IL8, IL-15), LIF et hormones 
thyroidiennes (dont T3, T4). 
30 H est egalement possible le cas 6cheant d'ajouter comme facteur protecteur 

contre les metaux lourds la transferrine. D'autres hormones ou molecules actives 
peuvent rentrer dans la composition du milieu de culture comme le facteur de 
croissance des h6patocytes, HGF/SF, et les differents facteurs caract&ises tels LIF, 
VEGF, SCF, TGFb, TNFa, la thrombopoietine ou ltiormone de croissance. 
35 On peut Egalement utiliser les progestag&nes et derives (tels que la 

progesterone), les oestrog&ies et d6riv6s (tels que l'oestradiol), les androgenes et 
d6riv6s (tels que la testosterone), les minSralocarticoides et d6riv6s (tels que 
l'aldost6rone), les hormones LH, LH-RH, FSH et TSH, 1'acide retinoique et ses 
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deriv6s, la calcitonine, les prostaglandins E2 et F2/alpha ou Phormone 
parathyroi'dienne. 

Selon un mode de realisation de l'invention, la composition definie ci-dessus 
convient tout particulierement comme milieu de. culture pour des cellules 
5 progenitrices et/ou souches issues de tissus musculaires. 

Selon l'invention, il est preferable d'utiliser du serum humain qui soit 
autologue aux cellules progenitrices et/ou souches mises en culture car cela permet 
de supprimer tout risque de contamination qui existe lors de l'utilisation d'un s^rum 
heterologue. II en r6sulte dans ce cas que le traitement du serum avant son utilisation 
10 dans le cadre de la culture cellulaire n'est plus n6cessaire. 

L'invention se rapporte aussi k im proc<§d6 de production de myoblastes au 
cours duquel les cellules progenitrices et/souches musculaires sont mises en culture 
sur un milieu de culture dont la composition a ete d<§finie ci-dessus. Ce procede de 
production peut etre divis6 en les phases suivantes : 
15 - extraction : les cellules sont obtenues k partir de tissus musculaires par 

exemple par traitement enzymatique, 

- amplification : les cellules obtenues lors de Petape precedente sont mises - . 
en culture, elles subissent ime croissance selective, ^ 

- congelation des cellules issues de F amplification (le cas echeant), 

20 - caracterisation des cellules issues de T amplification avant leur 

reimplantation chez le patient. 
Prealablement k ce procede de production, on effectue une biopsie musculaire ,. 
pour rScolter les cellules progenitrices et/ou souches. Elle a lieu sous anesthesie 
locale par incision. La taille du prelevement est d ? environ 1 gr, dont il est possible 

25 d'extraire 10 6 cellules. Une fois la biopsie effectu6e, le tissu est plac6 dans le milieu 
de protection. Ce milieu de protection consiste essentiellement au milieu nutritif de 
base 6voque auparavant, auquel on peut ajouter des antibiotiques tels que la 
gentamycine, qui est prefi§r6 pour son caractere moins allergique aux derives de la 
p6nicilline ; des facteurs protecteurs comme la carnitine (ImM), insuline (lO^g/ml), 

30 Dex (5.10" 9 M), l'acide ascorbique, la nicotinamide et le trealose. La temperature doit 
etre inferieure a 25°C et sup6rieure k 4°C. fi est pr6ferable que le volume de milieu 
de transport soit d'au moins 10 fois sup&ieur au volume du tissu musculaire et que le 
temps de transport n'excMe pas 24 heures. Les cellules peuvent etre notamment 
obtenues a partir du vaste externe, vaste interne, biceps, quadriceps, jambiers, 

35 gastrocnemiens, p&ronier, deltoides, grand dorsal, stenio-cleido-mastoidien, 
intercostal, homo-hyoidien, grand droit ou du psoas. Une etape d'6min$age peut §tre 
realis<§e pour permettre une meilleure dissociation enzymatique ult&ieure. Elle 
consiste k ddcouper la biopsie en sections d'une taille de preference inf6rieure k 0,5 
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mm placees dans un milieu de culture adapte. L'emi^age peut etre realise 
manuellement a Taide de ciseaux fins. On peut egalement effectuer l'emi^age de 
maniere assistee, a Taide par exemple de broyeurs a couteaux mus par l r 6nergie 
electrique ou mecanique. Un exemple d f un tel broyeur utilisable est le broyeur 
Medimachine (distribue par Becton-Dickinson). 

Un mode de realisation de rinvention consiste a extraire les cellules des tissus 
musculaires. En effet, les tissus musculaires sont constitues de fibres musculaires, au 
sein desquelles les cellules satellites sont situees sous la lame basale des celles-ci. 
L'etape de dissociation des fibres musculaires et de decollement des cellules satellites 
peiraet d'isoler ces dernieres. L'etape de dissociation preferee selon rinvention 
consiste en l'utilisation d f enzymes de digestion de la matrice extracellulaire. Le choix 
des enzymes et leurs concentrations utilisees pour la dissociation des fibres 
musculaires et des cellules satellites des tissus preleves est guide par 1'etude de leur 
efficacit6 enzymatique, les entires recherches sont une concentration d'enzyme la 
moins elevee possible et un temps d'incubation minimal pour une efficacite similaire. 
Le rendement en cellules obtenues apres filtration depend en partie de la quality de 
T6tape de dissociation enzymatique. Des enzymes de digestion utilisables dans le 
proc6de de rinvention seules ou en association sont, par exemple, toutes les 
collag&iases, incluant les types IA, S et H partiellement purifiees, ainsi que la forme 
purifiee commercialisee sous le nom de Liberase par Roche-Boehringer, la pronase, 
ou les trypsines, de toutes origines, en solution dans des tampons contenant ou non 
de l'EDTA, les dispases (aussi connues sous le nom de proteases), les elastases, ou 
encore, les hyaluronidases. Notamment les associations enzymatiques trypsine- 
collagenase ou pronase~collag6nase conviennent comme le montre les resultats de 
• Fexemple 1. Parmi ces dernieres, on prefere la combinaison pronase-collag6nase, car 
ce sont des enzymes d'origine non-extractive, permettant ainsi de s'abstraire de tout 
risque sanitaire de contamination par le prion ou des virus. II est egalement possible 
d'utiliser la collagenase comme enzyme unique. II est pref6rable d' effectuer cette 
etape d' extraction par processus sequentiel afin de minimiser le temps d' exposition 
des cellules aux enzymes. II est egalement souhaitable que la duree des traitements 
enzymatiques n'excede pas 10 minutes et d'utiliser une temperature de traitement 
comprise entre 20 et 25°C. Pendant toute cette etape, le milieu utilise est le milieu de 
protection. L'inhibition de Taction des enzymes se fait par dilution, lavage et 
centrifiigation. 

Des variantes du traitement d' extraction sont appHcables. D'une part, on peut 
effectuer Fetape de dissociation en deux temps; une premiere incubation en presence 
de collag&iase et une deuxifcme incubation en presence de trypsine. D'autre part, il 



\\M3RSCH6\BREVETS\Brcvcls\20200V20227.doc - 12 diccmbxc 2002 - 8/28 



9 



est possible de completer la dissociation enzymatique par ime dissociation 
mecanique par aspiration et refoulement de la suspension au travers d'une pipette. 

II est alors possible de suivre l'efficacite de la digestion enzymatique par 
l'observation microscopique des cellules liberees du fragment tissulaire. Par cette 
5 observation, on peut constater la presence de cellules de taille variee, d'hematies et 
de fragments se sarcomeres. Ces fragments de sarcomeres sont de bons indicateurs 
de Tefficacitd de la digestion enzymatique du tissu musculaire. II est recommande de 
soumettre a nouveau le fragment tissulaire non digere par les enzymes k une nouvelle 
digestion enzymatique selon le mSme traitement que precedemment decrit. II est 
10 particulierement approprie de renouveler 1'operation 5 fois. Les cellules peuvent 6tre 
congel6es k ce stade (avant la mise en culture) selon un protocole bien connu dans le 
domaine de Tart. 

L'invention porte egalement sur le proced6 de production de myoblastes au 
cours duquel l'etape d'amplification cellulaire est realis<§e en utilisant le milieu de 

15 culture tel que deja decrit. Au terme de cette phase d' amplification, on obtient 
majoritairement une population cellulaire de myoblastes, c'est a dire dans laquelle on 
trouve au minimum 70% de myoblastes. Cette etape de croissance cellulaire est 
suivie par une etape de differentiation : ainsi on remplace le milieu de croissance 
precedemment d6crit par un milieu de differentiation dont un exemple est fourni ci- 

20 aprfes (exemple 6). 

Afin d'ameliorer la croissance des precurseurs myogeniques, il est courant 
d'utiliser dans le domaine de culture cellulaire du collag^ne ou ses derives corame la 
gelatine. Or, ces substances sont obtenues par extraction de carcasse bovine, ce qui 
pose un probleme de risque sanitaire de contamination, par exemple, par le prion. 

25 I/invention se propose done de resoudre ce probleme en utilisant une proteine qui est 
obtenue par genie g6netique. Une molecule disponible dans le commerce appelee 
Pronectin F, qui est un polymere du fragment RGDS de la fibronectine, convient tout 
particulierement. Ayant une efficacite comparable a la g61atine pour la croissance des 
cellules humaines comme celles precurseurs du tissu musculaire, cette proteine peut 

30 etre alors utilisee dans le cadre de l'invention en tant que substrat. Cette proteine 
existe dans le commerce, par exemple on la trouve sous le nom d* Attachim. 

H est preferable que les cellules soient mises en culture dans un reacteur adapte 
pour la culture de cellules adherentes. Afin de s'affranchir des contraintes de 
contrSles de la vitesse d'agitation, de sa regularite et de Thomogeneite des 

35 preparations, le reacteur de culture est de preference statique. II doit presenter une 
grande surface de culture par rapport aux supports classiques (boites de Petri, 
flasques) de maniere k recolter en quelques jours une population cellulaire 
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importante. Un exemple d'un tel reacteur de culture est le dispositif de culture en 
plateaux (simple, double et/ou multi-etage). 

Le dispositif de culture utilisable dans le precede permet egalement de 
procSder a l'echantillonnage des cellules de maniere sterile. Ceci permet de realiser a 
5 des prelevements necessaires k Identification des types cellulaires presents aux 
differents stades de la culture par analyse de marqueurs sp6cifiques. II permet la 
vidange des milieux, le lavage et le decollement des cellules et enfin leur recolte de 
manikre st6rile. 

Des poches peuvent Stre utilis6es et des tubulures steriles sp6cialement 
10 adapt6es reliant les poches au reacteur pour permettre les transvasements des milieux 
ou la recolte des cellules. Ce dispositif permet ainsi de rdaliser un grand nombre 
d'operations en systeme clos. Selon la population cellulaire souhaitee, le nombre de 
jours de culture varie de 0 a 45 jours. 

De plus, la culture peut etre poursuivie par des techniques classiques 
15 d'expansion ou de perfusion pendant une duree pouvant atteindre plusieurs mois. 

Afm d'augmenter le nombre de cellules recoltees, une ou plusieurs phases 
d'expansion sont possibles. Les phases ^expansion comprennent une etape de 
decollement des cellules, de lavage des cellules et de remise en culture sur une plus 
grande surface de culture, les solutions et enzymes utilis6es pour realiser ces 6tapes 
20 etant bien connues de lliomme du metier. 

En particulier, le precede de l'invention comprend au moins une phase 
d'expansion de cellules. Un tel proced6 permet de multiplier le nombre de cellules 
tout en assurant la differentiation des cellules progenitrices et/souches initiales 
majoritairement en myoblastes en fin de culture de chaque expansion. Selon un mode 
25 de realisation de l'invention, on precede a une congelation d'une partie des cellules 
ayant subi Tetape d'amplification. Un protocole de congelation est fourni dans 
l'exemple 8. Par exemple, on peut congeler 1/5 de la culture, soit approximativement 
2 10 5 cellules, les 4/5 restants 6tant soumis k un processus d' amplification cellulaire. 
Afin de permettre l'utilisation dans le temps des cellules ainsi preparees, il peut etre 
30 avantageux de les congeler dans des conditions telles que la decongelation ulterieure 
permette une survie des cellules suffisante, de preference superieure a 90%. A titre 
d'exemple, les cellules sont suspendues dans le milieu de congelation. Ces 
compositions de milieux de congelation sont typiquement du milieu DME/F12 avec 
ImM L-carnitine, 0.2521mM d'acide ascorbique, de 5.10 ~ 9 M dexamethasone, 
35 lOjxg/ml d'insuline et 2% de serum humain et transferees dans deux poches de 
congelation st&iles, a une concentration comprise entre 10 5 a 10 7 cellules par ml 
cellules/ml ou dans des tubes de cryocongelation a une concentration comprise entre 
10 5 a 10 7 cellules par ml. Dans ces conditions Tagent preservant est Le DMSO a la 
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concentration de 10%. On peut ajouter a ce milieu de cong61ation de L-Arginine du 
trehalose (jusqu'a 0.5M). Par immersion des cellules dans ce dioside, cela permet 
d'ameliorer la conservation de celles-cL La congelation est realisee a l'aide d f un 
dispositif (Digicool ou Nicool) assurant une descente progressive en temperature 
5 contrSlee. Les cellules sont stock6es dans l'azote liquide jusqu'au moment de la 
decong61ation. On peut proceder a une d6cong61ation des cellules congelees aprfcs 
culture par exemple au bain-marie k 37°C. Les preparations cellulaires sont lavees 
deux fois k Taide d'une solution saline isotonique. Les linages sont effectues par 
connexion sterile aux poches de solution isotonique et aux poches de vidange. Une 

10 aliquote est reservee pour l'estimation de la viability et de la qualite cellulaire. 

Apres amplification cellulaire, il convient d'effectuer une s6paration des 
cellules par digestion enzymatique. Lors de cette etape et dans le but de reduire les 
risques sanitaires, il est recommandable d'utiliser de la trypsine d'origine 
recombinante que Ton trouve couramment dans le commerce, 

15 Avant de proceder a la transplantation cellulaire dans le cadre des futures 

applications cliniques, il peut Stre preferable selon Pinvention de caracteriser au 
niveau moleculaire et fonctionnel la suspension cellulaire obtenue par le proc6d6 de 
production des myoblastes dScrit ci-dessus. Cette caracterisation peut 6tre realisee 
par l'analyse de marqueurs cellulaires par cytoflubrimetrie de flux ou FACS, aprfes 

20 marquage des antigenes de surfaces ou de tout antig&ne specifique des differents 
types cellulaires a analyser. Dans le present texte, le terme « marqueurs cellulaires » 
indique tout antigene cellulaire permettant d'apporter des informations k lui seul ou 
en combinaison avec d'autres marqueurs sur un type cellulaire. Cette caracterisation 
peut 6tre entreprise au niveau proteique grace k Futilisation d'autres marqueurs 

25 cellulaires tels que : 

- P-Cam comme marqueur de cellule endothelials 

- N-Cam come marqueur de cellule neuronales et musculaires 

- « Smooth muscle actin » comme marqueurs du muscle lisse 

- GF AP comme marqueur de cellules gliales 

30 - MyoD Myf5, Pax3, Pax7, C-met et M-cadherine N-cam comme marqueurs 

de cellules musculaires 

- Scal+, C-Kit, CD45, CD34 et CD56 comme marqueurs de cellules souches 
PCNA, P21, PI 6 , Ki67 comme marqueurs du cycle cellulaire 

On peut egalement proc6der k cette caracterisation au niveau de la transcription 
35 par Futilisation de biopuces (« gene array ») contenant des oligonucleotides codant 
pour des genes cellulaires (par exemple, facteurs de transcription sp<§cifiques et 
facteurs de la machinerie du cycle cellulaire) permettant d'identifier les cellules de la 
suspension cellulaire. 
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L'obtention d'une population cellulaire de degre de purete eleve peut se reveler 
n6cessaire pour certaines utilisations en tant que produit de therapie cellulaire. H 
apparait clairement que rhomme du m6tier pourra mettre en oeuvre les differentes 
techniques proposees dans l'etat de l'art pour faire un tri selectif des dites cellules. A 
titre d'exemple, citons les techniques de tri par clonage, par cytofluorimetrie de flux 
ou encore par colonnes d'immunoaffinitS ou immunomagnetiques utilisant des 
anticorps specifiques des cellules en cause. Dans ce but, il convient d'utiliser a la fois 
des caracterisations moleculaires et des caract6risations biologiques fonctionnelles. 
Les marqueurs cellulaires choisis pennettent d'identifier les cellules pr6curseurs des 
fibres musculaires. Cette identification est faite non part un marqueur unique mais 
par une combinaison de marqueurs. II s'agit de marqueurs membranaires comme les 
N-Cam, Vla4, M-cadherine, int6grines, CD56, de marqueurs cytoplasmiques comme 
la desmine et de marqueurs nucleates comme les pax 7 et myoD. Pour augmenter la 
capacite de colonisation et de croissance une fois implantees dans Torganisme les 
cellules utilisees pour la therapie cellulaire sont positives pour des marqueurs de la 
machinerie du cycle cellulaire comme Ki67, PCNA et negatives pour les inhibiteurs 
du cycle cellulaire comme P21 et P16. D'autre part ces cellules sont negatives pour 
des marqueurs terminaux de la differenciation terminale musculaire comme la 
myogenine et la TNT.On procede a l'analyse de la fonctionnalite cellulaire par des 
tests biologiques en culture. Ces tests ont pour but de determiner dans un echantillon 
cellulaire la capacite a former des colonies en culture et la frequence de colonies 
myogeniques. Ce test peut etre pratiqu6, soit apres l'extraction cellulaire, soit avant 
la congelation, soit apres la congelation. Le principe est base sur l'analyse de la 
croissance a basse densite et sur la rev61ation du phenotype cellulaire par l'utilisation 
de milieu de differenciation specifique. A noter que l'on se doit de garder une densite 
d'ensemencement cellulaire la plus faible possible. Au prealable, on soumet les 
cellules progenitrices / souches a une phase de croissance, suivie par une phase de 
differenciation cellulaire. Les cellules resultantes sont alors fixees par une solution 
alcoolique, colorees au giemsa selon un protocole bien connu dans le domaine de 
l'art puis photographiees par appareil numerique. Dans le cadre du test de 
fonctionnalite, elles ci sont alors soumises : 

- a une observation macroscopique qui permet de d6nombrer le nombre total 
de colonies et de determiner ainsi le pourcentage de cellules qui pr6sente un 
potentiel de croissance clonale, 

- a une observation microscopique qui permet de determiner le nombre et le 
pourcentage de colonies de precurseurs musculaires. Les colonies de 
precurseurs musculaires forment par fiision cellulaire des cellules 
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polynuclees fusiformes, les myotubes qui dans Forganisme formeront les 
fibres musculaires. 

Ce test fonctionnel est illustre par l'exemple 6. La presente invention couvre 
egalement toute population cellulaire qui est contenue dans le milieu de culture tel 
5 que defini ci-dessus. On entend par population cellulaire toute population de cellules 
non pure, contenant en general un type cellulaire dominant et un ou plusieurs types 
cellulaires minoritaires. Ce mode de r6alisation porte done sur une population 
majoritairement de cellules prog6nitrices et/ou souches (e'est a dire avant que la 
phase d' amplification ait lieu), sur une population enrichie en myoblastes (suite a 

10 T6tape d' amplification cellulaire), mais Sgalement sur une population 
« intermediate », ce qui correspond au cas otj aucune cat6gorie de ces cellules n'est 
majoritaire, e'est a dire au cours du processus d' amplification. II peut done s'agir 
d'un m61ange de diffSrents types cellulaires. 

L'invention se rapporte k Tutilisation d'une population cellulaire dont le type 

15 cellulaire dominant est constitue de cellules myoblastiques dans la pr6paration d f un 
produit de therapie cellulaire pour la reconstitution chez l'homme des tissus 
musculaires squelettiques, cardiaques et visceraux et des tissus vasculaires, . \. 

Selon un mode de realisation pref§r6, la population de myoblastes en tant que ~ 
produit de th6rapie cellulaire est utilise pour traiter T incontinence urinaire chez * 

20 Thomme ou la femme . Celle-ci peut avoir comnie origine une pression insuffisante 
pour fermer Turfetre, la resistance normale de Turetre 6tant pour moitie due au > 
sphincter lisse et pour moiti6 due au sphincter strie de Turetre moyen. 

On peut egalement utiliser ce produit de th6rapie cellulaire pour traiter les 
incontinences suite au traitement du cancer de la prostate ainsi que la dystrophic 

25 musculaires inn6es ou acquises. Chez des patients dystrophiques, la transplantation 
de myoblastes permet la restauration de Texpression de la dystrophine. Elle consiste 
par exemple k injecter k Taide d f une aiguille les cellules d r origine musculaire 
obtenues par un proc6de de Tinvention directement dans le muscle squelettique ou 
dans la circulation generate. 

30 Un produit de therapie cellulaire apte a Tadministration humaine comprend une 

solution isotonique dans laquelle les cellules sont remises en suspension, II est 
preferable que cette solution soit etre exempte des composants toxiques presents dans 
les milieux de congelation. 

Dans le cas du traitement de Tincontinence urinaire, cela consiste notamment k 

35 injecter a Taide d'une aiguille une population de cellules, dont le type dominant a les 
caract&istiques de cellules myoblastiques, obtenue et pr£par6e comme produit de 
therapie cellulaire, directement dans TurStre ou le rhabdosphincter, ceci dans le but 
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d'ameliorer la fonction du mecanisme de fermeture ur&rale. Le nombre de cellules 
injectees est compris entre 10 5 et 10 7 cellules. 

II est 6galement possible de contr61er rinjection des myoblastes par une sonde 
ultrasons transuretrale, et de mesurer la pression uretrale avant et apres rinjection, 

5 permettant ainsi d'estimer les changenients de pression de fermeture uretrale a Paide 
d'ERM en particulier. 

Au cours des phases de culture et d f expansion des cellules dans les precedes 
fournis par l'invention, une etape de modification g£netique des cellules par 
transfection d'un acide nucl6ique het6rologue peut Stre r6alisee. Lacide nucleique est 

10 choisi de maniere a permettre l'expression d f un polypeptide ou d'une proline dans 
les cellules transferees. Les cellules transferees sont ensuite transplants et 
permettent la delivrance du polypeptide ou de la prot&ne exprimes k partir de l'acide 
nucleique h6terologue, le dit polypeptide ou proteine 6tant un produit biologiquement 
actif ^invention porte ainsi sur l'utilisation d'une population de cellules comme 

15 produit de th&rapie cellulaire en tant que plate-forme de delivrance d'un produit 
biologiquement actif Pour modifier genetiquement les cellules precurseurs, il est 
preferable d'utiliser une approche virale qui permette de modifier rapidement et 
efficacement les cellules en culture. Les retrovirus de type Moloney sont dans ce cas 
particulierement efficaces. II est possible d'inserer dans ce virus un marqueur 

20 moleculaire comme par exemple une proteine fluorescente de type GFP (exemple 7). 
Les cellules ainsi modifies represented un outil pour tracer le devenir cellulaire une 
fois introduite dans 1' animal. 

Un autre mode de realisation selon 1 'invention consiste a utiliser la population 
de myoblastes dans le criblage toxicologique et/ou pharmacologique. L'objectif est 

25 de raccourcir au maximum les phases de developpement et de tests precliniques et 
cliniques afin de r6pondre au plus vite aux besoins des malades. En effet, il est 
avantageux d'utiliser cette population de cellules en tant que « modele » dans le 
developpement de medicaments, permettant ainsi d'effectuer un criblage a haut 
debit. II sera alors possible d'elucider les mecanismes a l'origine des maladies et de 

30 trouver des cibles therapeutiques ou des molecules candidates a devenir des principes 
actifs. Ce criblage peut egalement servir en toxicologie, notamment k etudier les 
interactions mSdicamenteuses. Le specialiste en pharmacologie/toxicologie connait 
bien la fa<?on de mettre en oeuvre cette technique automatis6e, et saura selectionner 
les molecules d'interSt, en fonction de la cible a atteindre, a partir de banques de 

35 plusieurs milliers de molecules nouvelles ou dej& exploitees en tant que medicament 
pour d'autres pathologies. Un mode de realisation pr&fere selon ^invention consiste k 
utiliser le criblage pharmacologique/toxicologie pour d6tecter des molecules cibles 
impliquees dans la rhabdomyolyse, c'est k dire la lyse des muscles stries. Parmi les 
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molecules cibles potentielles, on peut citer : inhibiteurs de THMG-coenzyme A 
reductase, cr6atine-kinase, les statines, les fibrates, les anesth<§siques, 1'heroine, les 
macrolides, la cyclosporine ainsi que leurs derives. 

La section suivante pr6sente des exemples detailles qui est destine a illustrer la 
5 presente invention. Toutefois, celui-ci n'est pas limitatif dans le sens que l'homme de 
Tart pourra, avec ses connaissances du domaine, apporter quelques variantes qui sont 
Sgalement couvertes par l'invention. 

Exemnle 1 : 

10 Extraction cellulaire d'une biopsie de tissu musculaire en absence de proteines 
d'origine extractives. 

II s'agit dans cette experience de comparer TefficacitS de differents protocoles 
d 5 extraction cellulaire. Le protocole de reference utilise un melange de deux 
enzymes (trypsine et la collagenase). La trypsine est d'origine porcine et la 

15 collagenase est d'origine bacterienne. L'aetion de ces enzymes est stoppee par la 
presence de serum de veau foetal. Dans les protocoles suivants, on a choisi des 
enzymes d'origine bacterienne et le serum de veau festal a ete elimine. 

Les cellules progenitrices/souches utilisees provienneut de biopsie de tissu 
musculaire de brebis adulte. 

20 Le protocole d' extraction cellulaire est de type sequentiel. L'inhibition de 

Taction des enzymes se fait par dilution, lavage et centrifugation. La duree des 
traitements enzymatiques n'excede pas les 10 minutes. La temperature de traitement 
est situ<§e entre 20 et 25°C. Le tissu musculaire (lg de tissu apres eminpage) est mis 
en presence de la solution enzymatique (10ml) e'est a dire au moins 10 fois 

25 superieure au volume du tissu musculaire. La solution enzymatique est constitutes 
par une combinaison de collagenase (0.5mg/ml) - trypsine (Img/ml) sans ajout de 
serum, ou la combinaison collagenase (0.5mg/ml)-pronase (lmg/ml) avec ou sans 
ajout de s6rum foetal de veau, ces enzymes etant solubilisees dans du DME/F12 
additionne de 15mM Hepes. 

30 Le milieu de base supplements (sans serum) utilise pour l'extraction cellulaire 

est du DME/F12 additionne de 15mM Hepes, insuline humaine a 10jag/ml, FGF 2 a 
lOng/ml, dexam&hasone a 5.1Q' 9 M, de l'acide ascorbique a (0.252 mM) et de la L- 
carnitine a ImM. Apres 10 minutes de contact avec la solution enzymatique, 
Tensemble (solution enzymatique et fragment tissulaire) est dilu6 dans un volume de 

35 30ml pour inhiber les enzymes puis soumis a une centrifugation lente (infSrieure a 
lOg pendant 3 minutes). Par ce proc&te, on r£cupere le surnageant qui contient les 
cellules extraites par la premiere digestion enzymatique et le fragment tissulaire 
restant Pour r6cup6rer les cellules de la premiere digestion une centrifugation k 200g 
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est effectuee pendant 3 minutes environ. Les cellules ainsi obtenues sont remises en 
suspension dans le milieu sans serum. L'efficacite de la digestion enzymatique est 
suivie par l'observation microscopique des cellules liberees du fragment tissulaire. 
Le fragment tissulaire restant est de nouveau soumis a une digestion enzymatique 
selon le meme protocole. Cette operation est repetee cinq fois de suite. 

Le substrat utilise pour l'attachement cellulaire est la gelatine bovine. On 
utilise comme milieu de culture du DME/F12 supplement^ par du serum de veau 
foetal a 20%, de l'insuline a lOug/ml, de la dexamethasone 5 a 10" 9 M et du FGF 2 a 
lOng/ml. Les conditions de culture sont les suivantes : la temperature est de 37°C 
sous atmosphere humide, 20% d'oxygene et 5% de gaz carbonique. Le temps de 
culture est de 7 jours. Les cellules sont fixees par une solution alcoolique et sont 
colorees par le colorant giemsa. Les boites sont alors photographiees. 

Les resultats indiquent que le nombre de cellules observees dans les trois 
differentes conditions d'extraction : trypsine+collag6nase sans s6rum bovin, 
15 pronase+collagenase avec s6rum bovin (FCS) et pronase+collagenase sans serum 
bovin (FCS) apres une semaine de culture sont semblables ainsi que leur potentiel de 
differentiation. Cet exemple montre l'efficacite des techniques d'extraction cellulaire 
en utilisant des enzymes d'origihe non extractive comme la pronase et/ou la 
collagenase. 

20 

Exemple 2 : 

Effet de la « supplementation » du serum humain sur I 'amplification des cellules 
musculaires precurseurs humaines. 

Dans cette experience les cellules humaines sont issue d'une biopsie d'un sujet 
25 normal ). On realise l'etape d'extraction cellulaire comme precddemment. 

Dans un premier temps, les cellules sont amplifiees en culture en presence de 
serum humain (laboratoire PAA) puis ensemencees dans les differentes conditions 
decrites. Les facteurs de croissance FGF2, EGF, PDGF A/B sont produites par 
Preprotech et la thrombine est obtenue aupres de Sigma, 
30 Au cours de la culture cellulaire, on utilise : 

- 2 boites multipuits de 12 (TPP) 

- gelatine bovine (Merck) 

- 10000 cellules/puits 
lml de milieu /puits 

35 On prepare les differents milieux de culture de la facon suivante : le milieu 

nutritif de base est le DME, auquel on ajoute: 

- aucun supplement (0) 

- 1 % de serum humain (1% HS) 
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10 



15 



5% de serum humain (5% HS) 

- Melange M : FGF2 (lOng/ml ) -Knsuline (lO^g/ml) + PDGF (lng/ral) 
+EGF (10ng/ml)+ Dex (5.10 ~ 9 M)+thrombine (lunite) 

- 1 % de serum humain + melange M ( 1 % HS+M) 

- 5% de serum humain + melange M (5% HS+M) 

- 20% de serum de veau foetal (20% FCS) 

II est k prSciser que le melange M ne contient pas de proteines d'origine 
animate. 

Un deuxieme changement de milieu est effectue 3 jours apres le premier. Apres 
3 jours de culture (total de 7 jours), on realise la fixation et la coloration au giemsa. 
On effectue la determination du nombre sur les cellules fixees et colorSes . 

Les rSsultats (exprimes en nombre de cellules par puits) sont indiques dans le 
tableau 1 suivant : 

Tableau 1 



Milieu de culture test6 


Nombre de cellules/puits 


0 


10 4 


1%HS 


5xl0 4 


5% HS 


7x1 0 4 


M 


4xl0 4 


1%HS + M 


23x1 0 4 


5%HS + M 


31xl0 4 


20% FCS 


11x10" 



20 



25 



D'apres ces resultats, on observe que la combinaison du cocktail de facteur de 
croissance et du s6rum humain permet d'obtenir une croissance de trois fois 
superieure a celle obtenue en presence de serum de veau foetal non suppl6ment6. 
Dans ces conditions le facteur d' amplification est superieur a 30 apr£s une semaine 
de croissance. De fa9on surprenante, il est important de noter que le serum humain 
aux concentrations de 1% et 5% supplements par le melange M stimule fortement la 
proliferation cellulaire puisqu'a ces faibles concentrations, on obtient, 
respectivement, un doublement et un triplement du nombre de myoblastes par 
rapport au serum foetal de veau a 20% non suppl6mente. Enfin, le serum supplements 
par le melange M ameliore de plus de 4 fois la proliferation comparativement au 
serum non supplements. 
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Exemnle 3 

Amelioration dupotentiel de croissance des precurseurs des cellules muscidaires en 
presence de serum de veau foetal supplements 

Dans cette experience, les etapes ^extraction cellulaire et d' amplification sont 
similaires a celles precedemment decrites. Cependant, on les parametres de culture 
utilises sont definies comme suit : on choisit des cellules humaines normales 
obtenues au passage 7 apr&s F extraction cellulaire. La temperature est de 37°C dans 
une atmosphere humide avec 20% d'oxygene et 5% de gaz carbonique. La densite 
cellulaire est de 10 3 cellules par boite de culture. Le substrat utilis6 est de la gelatine. 

Comme milieu de culture pour la phase de croissance, on teste du : 

- DME/F12 auquel on ajoute du serum de veau foetal a 20%, 

- DME/F12 auquel on ajoute du s6rum de veau foetal a 20% supplements par 
de Finsuline (lO^xg/ml), acide ascorbique (0.252mM), FGF2 (10 ng/ml), 

- PDGF (lng/ml), EGF (lOng/ml), thrombine (1 unite), LP A (5mM). 

La duree de croissance est respectivement de 10 jours et 7 jours avec des 
changements de milieu tous les trois jours. 

Apres fixation alcoolique, et coloration au giemsa, on effectue une 
photographie numerique des boites de p6tri. 

Les resultats sont consigns dans le tableau 2 suivant. 

Tableau 2 



Rfl 


7 et de suonl6menter le serum fcetal de veau fFCS) sur la croissance cellulaire^ 




Milieu de culture teste 


Nombre de cellules/puits 


FCS a 20% 


11. 10 3 


FCS a 20%+ insuline + acide ascorbique + FGF 
+ PDGF + EGF + thrombine + LPA 


54. 10 3 



D' apres les resultats obtenus, on observe de fa<;on surprenante une 
amelioration tres importante du nombre de cellules musculaires htimaines suite a 
1' addition du cocktail precite par rapport au serum de veau foetal seul, puisque ce 
nombre de cellules est augmente par un facteur 5 sur une periode de croissance de 7 
jours seulement 



Exemnle 4 : 

Effet del' acide ascorbique et de la nicotinamide sur V amplification des celhdes 
humaines musculaires precurseurs. 

Dans cette exp6rience les cellules humaines sont issues d'une biopsie d'un 
sujet normal &g6 de 16 ans. 
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Les protocole <P extraction utilise est identique a celui de l'exemple 1. Dans 
l'etape d' amplification, on precede comme dans l'exemple precedent, sauf qu'on 
utilise comme milieu de culture, du DME/F12 supplements par soit : 

2% de serum humain+melange M (insuline (10ug/ml) + dexamethasone (5.10" 
5 9 M) +FGF2 (lOng/ml) + EGF (lOng/ml) + thrombine (lunite) (design6 comme 
2%HS + M) 

le serum supplement^ pr6cedent (2%HS+M) auquel on ajoute de l'acide 
ascorbique a une concentration de 0.252mM 

le serum supplement^ (2%HS+M) auquel on ajoute de la nicotinamide a une 
10 concentration de lOmM 

le serum supplement^ (2%HS+M) auquel on ajoute de l'acide ascorbique et de 
la nicotinamide aux concentrations precedentes. 

Au cours des 8 jours de culture, on effectue 3 changements de milieu de 
culture. Au terme de cette periode, on colore les cellules selon le meme mode 
15 operatoire que prec6demment. 

Les resultats (exprimes en nombre de cellules par puits) sont indiques dans le 
tableau 3 suivant : 

Tableau 3 

Effet de supplements l e serum humain CHS} par de l'acide ascorbique 
20 , et/ou de la nicotinamide sur la croissance cellulaire. 



Milieu de culture test6 



2%HS + "M' 



2%HS + "M" + acide ascorbique 



2%HS + "M" + nicotamide 



2%HS + "M" + acide ascorbique + nicotamide 



Nombre de cellules/puits 



10 4 



32xl0 4 



8xl0 4 



18xl0 4 



L'addition d'acide ascorbique, utilise dans cette experience comme 
antioxydant, permet de doubler le nombre de cellules amplifiees apres une periode de 
8 jours de culture. En utilisant la nicotinamide comme autre antioxydant, aucun effet 
25 positif sur la croissance est observe. L'addition de ces deux antioxydants donne un 
resultat intermediaire, elle permet une augmentation du nombre de cellules 
amplifiees mais pas au m6me niveau qu'avec de l'acide ascorbique seul. 
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Bxemple 5 : 

Effet specifiques des glucocorticoides sur la croissance des cellules precurseurs des 
fibres musculaires 

On utilise des cellules de rat obtenues au passage 23 apr&s T extraction 
5 cellulaire. La temperature d'incubation est de 37°C dans une atmosphere humide 
avec 20% d'oxygene et 5% de gaz carbonique. La density cellulaire est de 3.10 3 
cellules par multiples de 12. Le substrat est la gelatine. 

Comme milieu de culture pour la phase de croissance, on utilise du DME/F12 
auquel on ajoute du serum de veau foetal a 20% supplements par de 1'insuline 
10 (10|ig/ml) et du FGF (lOng/ml). 

A ce milieu, il est ajoute : 

- soit de la dexamethasone a des concentrations croissantes (de 10~ 6 M a 10" 
l0 M) 

- soit des hormones steroidiennes (oestradiol, testosterone, progesterone, 
15 DEHA, SDEAH, aldosterone) seules ou en association comme la 

dexamethasone avec Tanti-progestagene RU486) a une concentration fixe 
(10" 7 M). 

La dur6e de culture est de 5 jours sans changement de milieu. 
Apres fixation alcoolique et coloration au giemsa, on effectue une prise 
20 photographique numerique. 

Les resultats sont indiques dans les figures 2 A et2B. 

D'apres ces resultats, on montre que Fajout de dexamethasone am61iore tres 
nettement la proliferation cellulaire et que sa concentration optimale est comprise 
entre lO^M a 5.10* 9 M. De pins, l'effet de ce glucocorticoide est sp6cifique sur la 
25 croissance des cellules precurseurs musculaires contrairement aux autres hoimones 
steroidiennes testees qui n*ameliorent pas la croissance. Enfin, la presence d'un anti- 
progestagene comme le RU486 abolit Feffet des glucocorticoides. 

Exemple 6 : 

30 Testfonctionnel des precurseurs des cellules musculaires humaines 

On utilise des cellules humaines saines au passage 1 apres l'extraction. Les 
conditions de culture cellulaire sont les suivantes : la temperature est de 37°C, 
atmosphere humide, 20% d'oxyg&ne et 5% de gaz carbonique. La density cellulaire 
est de 10 3 cellules par boite culture qui sont issues d'un tissu musculaire de 100mm. 

35 Le substrat est la gelatine. Le milieu de culture utilise dans cette experience pour la 
phase de croissance est le DME/F12 auquel on ajoute du serum de veau foetal a 20%, 
de Tinsuline humaine a 10p,g/ml, de la dexamethasone k 5.10" 9 M et du FGF k 2 
lOng/ml. Le temps de croissance est de 9 jours avec des changements de milieu tous 
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les trois jours. Ensuite, on utilise comme milieu de differenciation le DME/F12 
auquel on ajoute du serum humain a 2%, de l'insuline a 10 ug/ml, de l'EGF a 
lOng/ml, de l'hormone thyroidienne T3 a 5.1(T 9 M. Le temps de differenciation est de 
4 jours avec un changement tous les 2 jours. On effectue ensuite une fixation 
5 alcoolique, une coloration au giemsa et on procede a la photographie numerique des 
boites. 

D'apres cette experience, l'observation macroscopique permet de compter 107 
colonies. Parmi celles-ci, on peut remarquer deux types de colonies. Les colonies du 
premier type sont colorees de maniere intense et l'observation microscopique revele 
10 la presence de nombreuses cellules musculaires differenciees les myotubes : il s'agit 
de colonies formees de precurseurs musculaires. Les colonies du second type, plus 
pales a robservation macroscopique, ne contiennent aucun myotube : il s'agit de 
colonies de cellules non-musculaires. 

Les r6sultats sont les suivants : parmi 107 colonies totales, on denombre 91 
15 colonies de cellules precurseurs du tissu musculaire et 16 colonies de cellules non- 
musculaires. Ainsi, globalement, parmi 1000 cellules ensemencees, 10.7% des 
cellules sont capables de former des colonies et parmi celles-ci 85.6 % sont capables . 
de former des colonies de cellules precurseur de tissu musculaire. 4 

20 Bxemnle 7 : 

Modification genetique des cellules precurseurs des fibres musculaires. 

Pour modifier genetiquement les cellules precurseurs, nous avons utilise uri 

retrovirus de type Moloney (MMLV) dans lequel la sequence codant pour la « green 

fluorescent protein » (GFP) a ete inseree. On procede a une tri-infection de par un 
25 plasmide d'empaquetage contenant les sequences «gag» et «pol» , un plasmide 

contenant l'enveloppe VSVg , et un plasmide contenant la construction GFP selon un 

protocole bien connu par l'homme du metier. 

On utilise des cellules de rat obtenues au passage 21 apres l'extraction 

cellulaire. La temperature d'incubation est de 37°C sous atmosphere humide avec 
30 20% d'oxygene et 5% de gaz carbonique. La density cellulaire est de 2.10 4 cellules 

par boites de 35mm. Le substrat utilis6 est la gelatine. 

Comme milieu de culture pour la phase de croissance, on utilise du milieu 

nutritif de base DME/F12 auquel on ajoute du serum de veau foetal a 20% 

supplements par Dde l'insuline (lOug/mi), de la dexamethasone (5.10' 5 M) et du FGF 
35 (lOng/ml). 

Le protocole d'infection est le suivant : le lendemain de l'ensemencement des 
cellules, on procede a l'infection des cellules avec le virus rMLV (VsVg) LTR-eGFP 
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a une dose de 8,3. 10 6 ip/mL. L'infection est realisee en utilisant 10 particules 
infectieuses par cellule (MOI). 

L'echantillon est dilue dans un volume final de 5 mL pour une boite de 10 du 
milieu compose de : 

- DMEM/F12 

- polybrene (8 |xg/ml) (molecule aidant k ^introduction de l'ADN dans la 
cellule) 

- insuline (lOjuig/ml) 

- FGF(10ng/ml). 

Les cellules sont incubees pendant 6 heures k 37°C puis le milieu est remplace 
par 10 mL de DME/F12 supptemente par 20% de FCS et de l'insuline (lOng/ml), de 
la dexamethasone (5.10~ 9 M) et du FGF2 (lOng/ml). 

Au 3 tae et 7 6me jour, on procfede a l'observation des cellules vivantes par 
photographie microscopique avec un microscope & fluorescence. On d6nombre les 
myoblastes ainsi que les myotubules, qui apparaissent verts et par consequent qui ont 
6t6 transfectes par le virus. 

Comme attendu, les cellules non infectees ne rev&lent aucune fluorescence et 
une tres grande majorite des cellules expriment la GFP et ainsi apparaissent vertes, 
dans ces conditions plus de 90% des cellules expriment la GFP. La GFP est 
correctement exprim6e 6galement dans les myotubes qui r6sultent de la fusion des 
myoblastes. Dans ces conditions, les myoblastes, qui sont des cellules r6plicatives, et 
les myotubes, qui sont des cellules differenci6es, sont modifiables gen&iquement et 
cette modification est stable Le nombre de cellules exprimant la GFP n'est pas 
modifie par les passages en culture. Apres reintroduction chez Tanimal , les cellules 
ainsi modifiees expriment la GFP et peuvent ainsi etre observ6es. Cet outil est 
important pour analyser le devenir et la fonctions des cellules une fois reintroduces 
chez P animal 

Exemple 8 : 

Amelioration des techniques de congelation celhdaire par utilisation de serum 
humain enfaible concentration. 

Les cellules utilisees proviennent d'un individu normal ag6 del 6 ans. Elles sont 
mises en culture et r6colt6es au passage 7 

Au cours de la phase de culture, on utilise comme milieu 2% de s6rum humain 
(HS) supp!6mente par de l'insuline 10|ig/ml, de Tacide ascorbique 0.252mM, des 
facteurs de croissance FGF (lOng/ml) , PDGF (lng/ml), EGF (lng/ml), ainsi que de 
la thrombine (1 unit6) et du LPA (5mM). 
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On effectue le traitement enzymatique tel que dans l'exemple 1, en utilisant 
comme_enzyme la trypsine-EDTA (laboratoire PAA). Le temps de traitement est de 
10 minutes. 

Une fois detachees de leurs substrats, les cellules sont mises dans les differents 
5 milieux de congelation qui sont les suivants a la concentration de 10 5 cellules par ml : 
A une solution de DMSO a 10% comme agent cryopr<§servant et du serum 
foetal de veau (FCS) k 90%, on ajoute du milieu DME/F12 seul ou supptemente par : 

- 90% FCS 

- 10% FCS 
10 - 10% HS 

- 2% HS 

- dexam6thasone k 5 . 1 0 -9 M 

- • insuline a lOjag/ml 

- acide ascorbique k 0.252mM 

15 - dexam6thasone +insuline + acide ascorbique 

(aux concentrations pr6c6dentes) * 

- 2% HS + dexamethasone a 5.10' 9 M 

- 2% HS + insuline k 1 O^ig/ml A \ 

- 2% HS + acide ascorbique a 0.252mM 

20 - 2% HS + dexamethasone (5.10" 9 M) +insuline (lOjxg/ml) + acide ascorbique 

(0.252mM). 

Apres lOminutes k temp6rature ambiante, on refroidit progressivement les 
cellules jusqu'a la temperature de -80°C. 

La d6congelation est effectu6e dans un incubateur ou dans un bain marie a 

25 37°C. L'ampoule conserve dans l'azote liquide est placee dans un incubateur de 
culture. Apr6s 5 minutes, les cellules decongelees sont placees dans un tube de 
centrifugation de 10ml en pr6sence de: DME/F12 supplements par du pyruvate, des 
antibiotiques comme la gentamycine et des facteurs protecteurs comme la L-carnitine 
k ImM, de Tinsuline k 10(ag/ml, de la Dex k 5A0~ 9 M 9 de l'acide ascorbique k 

30 0.252mM. La centrifugation est effectuee a 200g pendant 10 minutes a temperature 
ambiante. Les cellules ainsi d6congel6es sont mise en cultures sur des multiples de 
12 avec comme substrat de la gelatine et comme milieu de culture du serum humain 
(HS) a 2%HS supplements par de l'insuline (lO^/ml), de Tacide ascorbique 
(0.252mM), et des facteurs de croissance FGF2 (lOng/ml), PDGF (lng/ml), et EGF 

35 (lng/ml), ainsi que de la thrombine (lunite) et du LPA (5mM). 

Aprbs 2 jours de culture, on effectue un changement du milieu en utilisant des 
nouvelles boites k multi-puits, A cette 6tape, on realise une coloration dans des boites 
k multi-puits sur une partie des cellules. L'autre partie est soumise k une nouvelle 
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phase de culture pendant 4 jours supplemental et a un nouveau changement de 
milieu. On realise une coloration 2 jours aprSs. 



Les resultats consignes dans le tableau 4 suivant : 

Tableau 4 

Effet du tvoe de milieu de coneelation sur la croissance cellulaire 
r«vnrim6s en nombre de cellules/ouitsV 


Type de milieu de congelation 


Nombre de 
cellules/puits 


DME/F12seul 


0 


DME/F1 2 supplements par 90% FCS 




DME/F12 supplements par 10% FCS 


20.000 


DME/F12 supplement^ par 10% HS 


18.750 


DME/F12 supplements par 2% HS 


8.000 


DME/F12 supplSmentS par de la dexamethasone (5 . l u m; 


o 


DME/F12 supplSmentS par de 1' insuline (lOufi/ml) 


0 


DME/F12 supplSmentS par de l'acide ascorbique (0.252mM) 


0 


DME/F12 supplSmentS par de la dexamSthasone (5.10" y M) + 
insuline (1 Pug/ml) +acide ascorbique (0.252mM) . 


0 


DME/F12 supplSmentS par 2%HS+dexamSthasone (5.10~*M) 


13.500 


DME/F12 supplements par 2%HS+insuline (10p,g/ml) 


15.000 


DME/F12 supplSmentS par 2% HS+acide ascorbique 
(0.252mM) 


12.000 


DME/F12 supplSmentS par 2%HS+dexamethasone 
(5.10" 9 M)+insuline (10|afi/ml) +acide ascorbique (0.252mM) 


13.000 



Ces resultats confirment que le milieu de congelation doit contenir du serum ou 
des fractions de celui ci comme l'albumine pour une bonne conservation cellulaire 

10 lis montrent Sgalement de facon surprenante que la prSsence des diffSrents additifs 
comme l'insuline, la dexamSthasone et l'acide ascorbique permettent d'augmenter 
1'efficacitS de congSlation en prSsence de faible concentration de serum, et 
notamment d'origine humaine. Par ces moyens, on montre qu'il est possible, en vue 
de preserver une bonne croissance cellulaire ultSrieure, d'optimiser le milieu de 

15 congSlation en rSduisant la concentration en sSrum tout en s'Smancipant des risques 
de contaminations par les prions et les virus d'origine animale. 
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REVINDICATIONS 

1 . Composition de milieu de culture cellulaire contenant : 

(i) du serum et/ou de la fraction serique d'origine humaine et/ou d'origine 
animale 

(ii) de 1 'insuline ou un deriv6 de celle-ci 

(iii) un ou plusieurs compose(s) choisi(s) parmi la classe des antioxydants 
et/ou des vitamines. 

2. Composition selon la revendication 1, dans laquelle on utilise du 
serum humain. 

3. Composition selon la revendication 1, dans laquelle on utilise du 
serum bovin. 

4. Composition selon la revendication 1, comprenant en outre un ou 
plusieurs compose(s) choisi(s) parmi la classe des facteurs de croissance de type 
FGF. 

5. Composition selon la revendication precedents dans laquelle la classe 
des facteurs de croissance de type FGF est composee de bFGF, FGF-2 a FGF- 10. 



6. Composition selon l'une des revendications precedentes, dans laquelle 
le derive de 1'insuline est choisi parmi la classe des IGF, et des insulomimetiques de 

25 type vanadate. 

7. Composition selon l'une quelconque des revendications 1-2 et 4-6, 
dans laquelle la concentration en serum humain est inferieure a 5% en volume, de 
pr6ference entre 1% et 3%. 



30 



8. Composition selon l'une des revendications precedentes, qui 
comprend en outre un glucocorticoTde. 

9. Composition selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
ladite vitamine etant l'acide ascorbique. 

10. Composition selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
ledit antioxydant etant la N-acetyl-cysteine et/ou le selenium. 
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11. Composition selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 
qui comprend en outre de l'acide lipophosphatidique et/ou un ou plusieurs 
compose(s) de la classes des EGF, her6gulines, thrombine, PDGF, hormones 
thyroi'diennes, LBF. 

12. Proced6 de culture de cellules progenitrices et/ou souches, dans lequel 
on utilise comme milieu de culture durant l'etape d' amplification cellulaire la 
composition selon 1'une des revendications precedentes. 

13. Procede selon la revendication precedente, dans lequel on r6alise 
l'etape de differentiation cellulaire apres ladite etape d'amplification cellulaire. 

14. Proced6 selon la revendication 12 ou 13, dans lequel le serum humain 
utilise est autologue des cellules progenitrices/souches. 

15. Procede de production de myoblastes par mise en oeuvre du proc6de 
selon 1'une des revendications 12 a. 14. 

16. Proced6 de production de myoblastes selon la revendication 
precedente, dans lequel les cellules prog6nitrices et/ou souches sont obtenues par une 
6tape d'extraction cellulaire de tissus musculaires. 

17. ProcSde de production de myoblastes selon la revendication 
precedente, ladite etape d'extraction etant realis6e par digestion enzymatique. 

18. Procede de production de myoblastes selon 1'une des revendications 
15 a 17, dans lequel on effectue une recolte et une separation des cellules obtenues. 

19. Proc6de de production de myoblastes selon la revendication 
pr6c6dente, dans lequel ladite etape de recolte et separation des cellules est effectuee 
par digestion enzymatique suivie d'une centrifugation et/ou filtration. 

20. Proced6 de production de myoblastes selon 1'une des revendications 
15 a 19, dans lequel on realise un test de fonctionnalite sur 1' aptitude des myoblastes 
a former des colonies. 
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21. Procede de production de myoblastes selon Tune des revindications 
1 5 a 20 dans lequel on realise en outre une 6tape de caract6risation. 

22. Procede de production de myoblastes selon la revendication 
precedente, dans lequel on utilise des marqueurs du cycle cellulaire. 

23. Procede de production de myoblastes selon Tune des 
revendications 15 a 22, dans lequel on realise une etape de cong61ation des 
myoblastes. 

24. Population cellulaire contenant des cellules progenitrices et/ou 
souches et/ou des myoblastes dans le milieu de culture selon l'une des revendications 
1 all. 



25. Utilisation des myoblastes selon l'une des revendications 15 a 23, 
ledit produit eiant destine a la therapie cellulaire. 

26. Utilisation des myoblastes selon la revendication precedente . pour la 
preparation d'un produit destine au traitement de l'incontinence urinaire. 

27. Utilisation des myoblastes selon l'une des revendications 15 a 23, 
ledit produit 6tant destine a la therapie g6nique. 

28. Utilisation des myoblastes par le procede obtenus selon l'une des 
revendications 15 a 23 dans le criblage toxicologique et/ou pharmacologique. 

29. Utilisation des myoblastes selon la revendication pr6cedente pour 
detecter une ou plusieurs substance(s) impliquee(s) dans la rhabdomyolyse. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2A 

Etude de l'effet de la dose de dexam6thasone ajoutee a un milieu de culture sur la 
proliferation de cellules. 

RAT P23 Dose/R£ponse de la Dex 
FCS+FGF+Insuline 



DEX 0 10- 6 5.10 7 10- 7 




DEX 5.10* 10* 5.109 10 10 
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FIGURE 2B 

Etude de la specificite de la dexam6thasone 



RAT P27 Specificite de la Dex a 10" 7 



FCS+FGF 
+Insuline+ 





INtniUT 
NATIONAL Pf 

IHOU3TttllU-* 



CERT1FICAT D'UTILITE 

Code de la propriety inteUectuelle • Livre VI 



N° 11235*03 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Pelersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Telecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° .1 . / .1 . Wj 

(A fournir dans le cas ou les demandeurs et 
ies inventeurs ne sont pas les memes personnes) 

Get irnprimS est a remplir listblement a I'encre noire 



OB !13 © W / 270601 



Vos references pour ce dossier (facultatij) 


20227 CELO 1 ^ ( ^ , 


N° D'ENREGISTREIYIENT NATIONAL 





TITRE DE L'iNVENTIOM (200 carartSres ou espaccs maximum) 

COMPOSITION DE MILIEU DE CULTURE, PROCEDE DE CULTURE, ET MYOBLASTES AINSI 
OBTENUS, ET LEURS UTILISATIONS 



LE(S) DENIAWDEUR(S) : 

CELOGOS 

28, rue du Docteur Roux 
75724 PARIS Cedex 15 



DESIGNE(NT) EN TAMT QU'INVENTEUR(S) : 



[£| Norn 


PINSET \ 


Prenoms 


Christian 


Adresse 


Rue 


2, rue de Doudeauville \ 


Code postal et ville 


I7i5i0.1i8l PARIS -FRANCE 


I Soctete d'appartenance (facultatij) 




HI N«n 




| Pr6noms 




| Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


I i i i i I 


Soctete d'appartenance (facultatij) 




M Nom 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


I i i i i I 


Societe d'appartenance (facultatij) 




S r i! y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a dro'rte !e N° de ia page sum du nombre de pages. 


DATE ET SIGNATURE^) 
DU (DES) DEWIANDEUR(S) 

OU DU MANDATAIRE .^^^^ 
(Nom et quality du signataire) ^^^^^^^^^^ 

^^^^J.CVIE1LLEF0SSE 
024106 

Paris, !e 12 Decembre 2002 
POCHART Frangois 



La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
EUe garantit un droit d'acces et de rectification pour les donn6es vous concernant aupres de IMNPI. 



PCT Application 

PCT/FR2003/003691 



